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RESUMO

Feocromocitoma é um tumor raro origindrio de células neuroectodérmicas. Em
aproximadamente 10% dos casos, estes tumores sGo herdados. Existem multi-
plas formas familiares de feocromocitomas, entre as quais a neoplasia endéc-
rina do tipo 2, a sindrome de von Hippel Lindau, a neurofioromatose tipo 1, for-
mas familiares isoladas de feocromocitoma e possivelmente outros subtipos
menos bem caracterizados. Ao mesmo tempo em que se tem observado nos
ultimos anos um importante avanco quanto a definicdo do defeito genético
responsdvel pela maior parte das sindromes hereditdrias associadas ao feocro-
mocitoma, houve pouco progresso na caracterizagdo da patogénese molecu-
lar das variantes esporddicas destes tumores, assim como em grande parte das
formas familiares isoladas. Esta revisdo apresenta um resumo dos aspectos mol-
eculares das diversas formas de feocromocitomas familiares e esporddicos e
finaliza com a proposicdo de estudos futuros que possam contribuir para eluci-
dar alguns dos muitos aspectos da génese deste tumor que ainda per-
manecem obscuros. (Arq Bras Endocrinol Metab 2001;45/6:507-519)

Unitermos: Feocromocitoma; Genética; Neoplasia; Esporddico; Mutagdo;
Gene RET; Gene VHL; Gene SDHD.

ABSTRACT

Pheochromocytomas are rare tumors arising from neuroectodermal cells. In
10% of the cases, these tumors can be inherited as part of multiple endocrine
neoplasia type 2, von-Hippel Lindau syndrome, neurofibromatosis type 1, isolat-
ed forms of familial pheochromocytoma and other, less well characterized vari-
ants. While vast progress has been made in recent years towards the identifica-
tion of the primary genetic defect leading to the major familial pheochromocy-
toma syndromes, characterization of the molecular events involved in deter-
mining the sporadic phenotype has lagged far behind. This review attempts to
show a summary of the current molecular knowledge of the familial forms of
pheochromocytoma as well as sporadic tumors. We conclude by proposing
novel strategies aimed at shedding light into some aspects of pheochromocy-
toma pathogenesis that are yet to be elucidated. (Arq Bras Endocrinol Metab
2001;45/6:507-519)

Keywords: Pheochromocytoma; Neoplasia; Genetics; Mutation; Sporadic
cancer; RET; VHL; SDHD.

FEOCROMOCITOMA E UM TUMOR RARO origindrio de células neuroec-
todérmicas que usualmente se localiza na medula adrenal ou, em uma
percentagem menor (aproximadamente 10%) dos casos, em tecido cro-
mafim presente em células de origem simpdtica extra-adrenal, circunstincia
na qual pode ser também denominado paraganglioma (1). Feocromocito-
mas sao capazes de secretar catecolaminas, determinando, por conseguinte,
sintomas caracteristicos de estados hiper-adrenérgicos. Estes tumores podem
ser malignos em cerca del0 a 12% dos casos, quando apresentam uma
evolugao agressiva e reduzidos indices de cura. Embora a maioria dos casos
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de feocromocitoma seja esporadica, 10 a 15% podem
ser hereditarios. Pelo menos trés (e provavelmente um
nimero maior, a medida que dados mais recentes sao
incorporados na literatura) sindromes clinicas apresen-
tam, de forma bem documentada, feocromocitoma
como um dos seus componentes: a neoplasia enddcrina
multipla do tipo 2 (NEM 2), a sindrome de von Hip-
pel-Lindau e neurofibromatose tipo 1. H4, entretanto,
evidéncia clinica e molecular da existéncia de outras
variantes de feocromocitoma familiar, que serdo comen-
tadas em maiores detalhes ao final desta revisao.

Este artigo tratard de aspectos genéticos € mo-
leculares da patogénese do feocromocitoma, com
enfoque nas formas hereditdrias. Caracteristicas clini-
cas do feocromocitoma estio fora do escopo desta
revisao. A esta se¢ao inicial se seguird um breve resumo
do estado atual dos estudos realizados em tumores
esporddicos. Por fim, faremos uma andlise critica dos
futuros passos em relagdo a estratégias para a caracte-
rizagio de alteragdes moleculares e propostas para atin-
gir um melhor entendimento da base genctica destes
tumores.

E importante ressaltar que enquanto um relati-
Vo sucesso no avango da genética molecular tem sido a
regra em formas hereditdrias de feocromocitoma - este
paradigma, na verdade, se aplica a outros tipos de
tumores sélidos - 0 mesmo progresso nio foi visto em
relagio as variantes esporddicas (2,3). Como men-
cionado acima, este tema vai ser discutido em uma
se¢do especifica desta revisio.

FEOCROMOCITOMA NA NEOPLASIA
ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 2

Apesar de nao ter sido o primeiro gene a ser identifi-
cado em associagio com uma das formas de feocro-
mocitoma hereditario (veja se¢ao sobre o gene NFI,
abaixo), o protooncogene RET pode ser considerado
um dos mais extensamente estudados no aspecto
genético. O RET foi caracterizado em 1993 como o
gene responsdvel pela susceptibilidade a neoplasia
multipla tipo 2 (NEM 2) (4,5). O termo NEM 2 abri-
ga um conjunto de trés sindromes, NEM 2A, NEM 2B
e carcinoma medular de tiréide familiar (CMT-F), que
possuem elementos clinicos comuns (6). As trés sin-
dromes se caracterizam pela presenga de carcinoma
medular de tiréide ou seu precursor, hiperplasia de
células C, sendo que no tipo 2A a este quadro se asso-
ciam feocromocitoma em cerca de 50% dos casos
(comumente bilateral) e hiperparatiroidismo resultante
de hiperplasia e adenoma de multiplas paratiréides. No
tipo 2B, feocromocitoma também ¢ encontrado, assim
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como neurinomas mucosos do trato gastrointestinal,
hdbito marfandide e alteragoes de desenvolvimento
embriondrio. Hiperparatiroidismo ¢ virtualmente
ausente nestes casos. CMT-F se caracteriza pela exclu-
siva presenga de hiperplasia ou carcinoma de células C
da tiréide em pelo menos dois individuos consangiii-
neos em primeiro grau, sem outros componentes clini-
Cos.

Aspectos funcionais da proteina RET

O gene RET codifica um receptor com atividade tirosi-
na quinase (7). Este grupo de proteinas se caracteriza
por uma longa porgao extracelular com uma regiao rica
em cisteinas posicionadas a espagos regulares e que sio
criticas para a sua homodimerizagio. Além deste
dominio extra-celular, o RET possui uma regiao trans-
membrana, e uma por¢io intracelular por meio da qual
os sinais intracelulares s3o transmitidos. Ao contririo
da maioria dos receptores que sao ativados pelo acopla-
mento de um simples ligante, a ativagio do RET se faz
através de um complexo composto por uma molécula
ligante, GDNF (fator neurotrofico derivado de células
gliais (8)) e de um co-receptor ou molécula adaptado-
ra, componente da familia GFRa (receptor de GDNF
do tipo a) (9). Nenhuma das moléculas acima ¢ capaz,
individualmente, de ativar o receptor, de forma que hd
necessidade de formag¢io do complexo trimérico
RET/GRF/GDNF para que a ativagao se processe ¢ 0
sinal intracelular seja transmitido (10). Enquanto o
GDNF ¢ inteiramente solivel, GFRa se encontra
ancorado a superficie da membrana celular; porém,
diferentemente de um receptor completo, este co-
receptor nao possui dominio intracelular, agao que ¢
exercida neste contexto pelo RET. O receptor RET
tem sido implicado em crescimento, diferenciagao ou
sobrevivéncia celular, fungdes que sao resultantes da
ativagdo de distintas vias sinalizadoras intracelulares.
Estes sinais variam dependendo do tipo ou fase do
desenvolvimento embriondrio da célula-alvo. O resul-
tado final desta ativa¢do é determinado pelo tipo de
proteina que se liga a um dos multiplos residuos tirosi-
na, localizados na regido intracelular do RET e, conse-
quentemente, a via de sinaliza¢io ativada por tais pro-
teinas, GRB7, GRB10, fosfolipase C-g, SHC, GRB2,
Src, Crk e Nck constituem alguns dos alvos de ativa¢ao
do RET (11,12). SHC ¢ GRB2, por exemplo, sao
capazes de induzir transformagao celular e mitogénese
através da via RAS-MAPK, conhecida pelo seu
envolvimento em uma série de neoplasias humanas
(13); e também através da via fosfatidil inositol 3
quinase (PI3K) que, por sua vez, regula a proteina
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quinase B (PKB/AKT), resultando em aumento da
sobrevivéncia celular e proliferagio (14). E a atividade
anormal e excessiva destas vias que resulta no fendtipo
neopldsico visto neste grupo de doengas, embora,
como serd mencionado a seguir, o efeito de cada
mutante do RET tenha um potencial de ativagio dis-
tinto e possa se associar predominantemente a uma das
vias de sinaliza¢io acima descritas.

Desde a sua identificagdo inicial, um vasto
numero de casos foi descrito com mutagoes do RET na
linhagem germinativa (tabela 1). Iremos enfocar as
mutagoes associadas com NEM 2A e 2B, uma vez que
estas duas variantes cursam com feocromocitoma.
Atualmente, reconhece-se que mais de 98% dos casos
de NEM 2A apresentam uma mutagdo do tipo #uis-
sense, ou seja, que resulta em substitui¢io do aminodci-
do original, afetando uma das cinco cisteinas corres-
pondentes aos aminodcidos 609, 611, 618, 620 (exon
10) e 634 (exon 11) do RET (15,16). A mutagiao mais
freqiiente, no cédon 634, ocorre em mais de 85% dos
pacientes. O efeito bioldgico destas mutagoes ¢ a perda
do pareamento das cisteinas, que permite a formagao
de liga¢des intermoleculares resultando em dimeriza-
¢do e autofosforilagio do RET independente de agdo
do ligante. Desta maneira, o receptor torna-se consti-
tutivamente ativado (17).

As mutagoes que ocasionam NEM 2B sao
menos variadas e mais especificas. Cerca de 98 a 99%
dos pacientes com este subtipo de doenga tém uma
muta¢io identificada no cédon 918, correspondente
ao exon 16 (em 97% dos casos, a metionina é substi-

Tabela 1. Correlagcdo genotipica-fenotipica em NEM 2. Local-
izacdo mais frequente de mutagdes constitutivas do RET em
subtipos de NEM 2.

Exons Cédons CMT-F NEM 2A NEM 2B
10 609 + +
611 + +
618 + +
620 + +
11 630 +
634 + +
13 768 +
790 + +
791 +
14 804 +
15 883 +
891 +
16 918 +

NEM 2 = neoplasia enddécrina multipla tipo 2; CMT-F carcino-
ma medular de tirdide.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 45 n® 6 Dezembro 2001

tuida por uma treonina) (18) ou no cédon 883 (exon
15, na qual a alanina se transforma em fenilalanina)
(19). Ambas as mutagbes se localizam no dominio
tirosina quinase do RET, e resultam em perda da
especificidade aos seus substratos naturais (20). O
receptor mutante passa a exercer fungdes compativeis
com quinases de localizagao citoplasmatica, ao invés do
seu papel como tirosina quinase do tipo receptor de
superficie celular.

Correlagcdo Gendtipo-Fendtipo em NEM 2

Em vista desta vasta quantidade de informagio gerada
pela andlise de mutagoes do RET em populagdes de
varias origens étnicas afetadas por NEM 2, tem sido
possivel se delinear uma correlagio genotipica-
fenotipica neste grupo de doengas (16,21). A associ-
agao genético-clinica mais importante nesta sindrome
se observa na NEM 2B: todos os pacientes nos quais
um defeito do RET ¢ detectado possuem uma mutagiao
do cédon 918 ou 883. O reverso também ¢ ver-
dadeiro: estas mutagoes sao exclusivamente detectadas
no subtipo 2B, e nunca foram descritas nas outras for-
mas de NEM 2. Contudo, embora nem todos os
pacientes com NEM 2B apresentem feocromocitoma,
este fato nio determina qualquer variagio em relagao
ao perfil genotipico da doenga. Até o momento, a base
para variagao clinica entre familias afetadas pela mesma
muta¢io nio esta esclarecida. Portanto, é possivel que
estas mutagOes sejam necessdrias mas nao suficientes
para o desenvolvimento de feocromocitomas, e outros
fatores ainda nao identificados podem contribuir para
o aparecimento destes tumores em alguns casos de
NEM 2B.

As correlagbes gendtipo-fenétipo em NEM 2A
e CMT-F sao mais complexas, uma vez que uma maior
variedade de mutagdbes pode causar ambas as sin-
dromes, além da existéncia de mutag¢oes idénticas
encontradas nos dois subtipos (21,22). Assim, 0 mo-
delo corrente defende a existéncia de diferentes pata-
mares de sensibilidade dos tecidos-alvo as diferentes
formas mutantes do RET. Foi observado que a capaci-
dade de expressaio do RET na superficie celular varia
substancialmente entre mutantes distintos (23,24). A
este fendmeno se atribui, a0 menos em parte, as vari-
agoes clinicas observadas. Assim, mutagoes do cédon
634, tipicas de NEM 2A, se associam a alta expressao
de RET na superficie celular e aumentam a susceptibil-
idade para acometimento adrenal e de paratiréide (23).
Em contraste com este quadro, muta¢oes do cddon
609, comuns em CMT-F, mas raramente vistas em
NEM 2A, resultam em baixa expressio do RET na
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superficie (24). Como as células C da tirdide sio o
unico tipo celular afetado nesta sindrome, acredita-se
que estas células tenham maior sensibilidade para a
transformagao neopldsica induzida pelo RET mutado,
de tal modo que nao ¢ necessirio um alto nivel de
expressao do mutante na superficie da membrana para
que a ativagao anormal do sinal resulte em aumento da
proliferagio celular. Células da medula adrenal ¢ da
paratirdide, ao contrdrio, seriam mais resistentes a
transformagio neopldsica e requereriam um nivel de
expressio do RET mutante mais elevado para que
sinais indutores de transformagio celular pudessem
ocorrer (16,21). Em resumo, um mutante mais abun-
dante na superficie da membrana induziria o fenétipo
completo da sindrome, com carcinoma medular de
tirbide, feocromocitoma e adenoma de paratiréide. Ao
contririo, formas mutantes com mais baixo nivel de
expressao celular nio seriam capazes de gerar feocro-
mocitoma ou hiperparatiroidismo, mas seriam sufi-
cientes para causar carcinoma medular de tiréide. Ape-
sar deste modelo ser bastante abrangente, ainda hd
aspectos que permanecem por ser esclarecidos. Nao se
conhece, por exemplo, a base genética para a existéncia
de feocromocitoma em apenas um subgrupo de casos
com NEM 2A (50%) com o mesmo tipo de muta¢io
constitutiva do RET. Isto sugere que, semelhante ao
que ocorre em NEM 2B, ha outros fatores, de natureza
ainda ndo esclarecida, que contribuem para a hetero-
geneidade clinica de NEM 2A e o desenvolvimento do
feocromocitoma.

Apesar do alto indice de positividade na
detecgio de mutagoes, existe ainda um pequeno
numero de pacientes com NEM 2 nas quais nao ha
uma mutagio detectivel no RET. Como nao parece
haver heterogeneidade genética nesta doenga, ou seja,
todas as familias afetadas e testadas segregam com
marcadores préximos ao locus do RET no cromosso-
mo 10, estes pacientes possivelmente sao portadores de
mutagdes na regido promotora ou mesmo intronica
(capazes, por exemplo, de afetar a eficiéncia do proces-
so de splicing do gene), dreas que usualmente nao sio
incluidas nos métodos tradicionais de triagem de
mutagoes.

FEOCROMOCITOMAS NA SINDROME DE VON HIP-
PEL-LINDAU (VHL)

A associagao de feocromocitoma com a sindrome de von
Hippel-Lindau (vHL) ¢ bem conhecida (25). Contudo,
diferente do que se observa em NEM 2, ha uma enorme
variabilidade clinica em vHL, com a presenca de feocro-
mocitoma variando amplamente entre familias afetadas.
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Este fato, somado a achados genotipicos com importante
correlagao com o fenétipo em vHL, levou a uma nova
subclassifica¢ao da doenga. Sao reconhecidas atualmente
duas principais variantes de vHL, de acordo com a
auséncia ou presenga de feocromocitoma, os tipos I e 11,
respectivamente (26-28). As manifestagdes descritas no
tipo I sdo carcinoma renal, hemangioblastoma do sis-
tema nervoso central (cerebelo, medula espinhal, retina),
cistos de rim, pancreas ou epididimo. O grupo II, apre-
sentando feocromocitoma, pode ser, por sua vez, dividi-
do em trés subtipos: IIA, representa familias com alto
risco de desenvolvimento de carcinomal renal, IIB, baixo
risco de carcinoma renal e, mais recentemente, reco-
nheceu-se o grupo 1IC, na qual feocromocitoma apre-
senta-se como a unica manifestagio clinica da doenga.
Este ultimo subgrupo de familias com feocromocitoma,
sem outros comemorativos da sindrome vHL possui
mutagao constitutiva no gene VHL. Estes casos, cuja fre-
qiiéncia ainda nao esta bem definida, parecem represen-
tar formas frustras de vHL (29-31).

Embora se estime que 10-15% dos feocromo-
citomas sejam herdados, um estudo realizado em uma
populagio extensa de feocromocitomas da regiao da
Floresta Negra, no sul da Alemanha, revelou um indice
mais elevado de mutagdes constitutivas de VHL (46%
dos casos) (32). Como esta regido ¢ o local de origem
de uma das mutagoes do VHL (“mutagao fundadora™),
este fato possivelmente gerou uma distor¢io nesta
analise, uma vez que tal freqiiéncia nao foi encontrada
em nenhuma outra populagao.

FUNGAO DA PROTEINA VHL

Os achados iniciais de LOH (perda de heterozigosidade)
em ncoplasias associadas com a sindrome vHL (espe-
cialmente de origem renal) sugeriram que o VHL ¢ um
gene supressor de tumor (33-36). Tais observagoes
foram confirmadas por estudos # vitro quando se
demonstrou que a reintrodugio de uma cépia normal da
proteina VHL em células mutantes resulta em regressao
do fenétipo tumoral (37). Funcionalmente, foi demons-
trado que esta proteina se liga a elonguinas B e C e a pro-
teina Cul2 formando complexos capazes de reconhecer e
“marcar” proteinas que serdo posteriormente degradadas
pelo sistema de ubiquitinagio do proteassomo (46-48).
Além disso, jd se havia observado que a auséncia de
VHL resulta em um aumento da transcri¢io de genes
estimulados por sinais de hipdxia (38,39). Assim, a com-
binagio destes dois fatos resultou na identificagio do
fator de indugio de hipdxia, HIFI, como o principal
substrato do complexo VHL/Elonguinas/ Cul2 (40).
Sabe-se que as proteinas que sio ativadas por hipéxia
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tentam restaurar ou se adaptar ao novo nivel de oxige-
nagao tissular através de mecanismos distintos, entre os
quais a indugdo de angiogénese. Isto pode explicar o fato
de que os tumores componentes da sindrome vHL sdo
altamente vascularizados. Mutantes de VHL resultando
em perda da sua fungao nao inibem eficientemente a
transcrigao de HIFI, acarretando sinais que induzem
proliferacao celular (41).

Porém, além dos efeitos de VHL na regulagio
de sinais de hipdxia, outras fungoes tém sido atribuidas
a esta proteina, tais como organizagio da matriz
extracelular, controle do ciclo celular, estabilizagio de
certos genes a nivel pés-transcricional (42-44). Contu-
do, os mecanismos de regulagio destas fungoes da pro-
teina ainda nao foram bem esclarecidos.

ASSOCIAGOES GENOTIPO-FENOTIPO EM VHL

Um importante achado relacionado com correlagao
genotipo-fendtipo em vHL ¢ a marcante associagao de
mutagdes do tipo mussense nos casos com feocromoci-
toma (96% dos pacientes com tipo II), em contraste
com uma alta freqiiéncia de dele¢oes do gene VHL nos
pacientes sem este tumor (27,28,45). Além disso,
foram encontradas especificas mutagbes que parecem
se associar com maior freqiiéncia a existéncia de
feocromocitoma (tabela 2). Uma possivel explicagio
para esta correlagio se baseia no fato de que dele¢oes
de grandes porg¢oes da proteina VHL se associam com
completa perda da sua fungido (descrita abaixo),
enquanto que muta¢des puntiformes levariam a uma
perda apenas parcial da fungao de VHL, entre as quais
a sua capacidade de se ligar a outras proteinas. Pos-
sivelmente esta fun¢ao residual do VHL mutante seria
importante para a c¢lula da medula adrenal, ¢ uma
perda completa da sua fungao teria um efeito seletivo

negativo para a proliferagio desta célula e explicaria,
assim, a auséncia de feocromocitoma nos casos de vHL
devidos a grandes dele¢oes do gene VHL.

Esta hipdtese ¢ refor¢ada pelo achado freqiiente
de perda de heterozigosidade (LOH) ou metilagao do
gene VHL em carcinoma renal em pacientes com a sin-
drome clinica (46), ambos acarretando perda total da
fungao protéica. Em comparagdo com este perfil dos
tumores renais em vHL, a freqiiéncia de LOH é menor
em feocromocitomas e ainda nio foram descritos
tumores com metila¢io do VHL (47). Isto sugere que
mutagoes de feocromocitoma em vHL exercem um
efeito dominante negativo sobre a proteina VHL nor-
mal e, portanto, um fenétipo menos agressivo que a
perda completa de sua fungio (48). Uma hipdtese alter-
nativa é que a dosagem deste gene seria criticamente
importante para a sua fungao em certos tecidos-alvo ¢ a
auséncia de um unico alelo normal ji poderia ocasionar
o desenvolvimento de feocromocitomas, fendmeno con-
hecido como haploinsuficiéncia. Contudo, a favor da
primeira hipdtese estdo os recentes achados de uma
analise funcional de mutantes encontrados exclusiva-
mente em VHL tipo IIC (casos com feocromocitoma
isolado) (49,50). Observou-se que estes mutantes man-
tém a resposta aos sinais de hipdxia intactos, ao con-
trario dos mutantes encontrados nos demais subtipos de
vHL, associados a hemangioblastomas e carcinoma
renal. Contudo, apesar de conservar a regulagio de
sinais de hipdxia, os mutantes do tipo IIC apresentam
defeitos na sua propriedade de organizar a matriz
extracelular e se ligar a fibronectina, sugerindo que este
papel da proteina VHL ¢ importante para regular o
crescimento da célula simpatoadrenal.

Embora um enorme progresso na caracterizagao
bioldgica da proteina VHL tenha ocorrido nos tltimos
anos, ainda existem muitas questoes abertas e se espera

Tabela 2. Correlagdo genotipica-fenotipica na sindrome de von Hippel-Lindau.

Classificagdo Fendtipo

Tipos de mutagdes constitutivas mais comuns do gene VHL

Tipo | * Hemangioblastomas
* Carcinoma renal de células claras
Tipo Il
A * Feocromocitoma

* Hemangioblastomas
* Baixa freqliéncia de carcinoma renal
de células claras
1B * Feocromocitoma
* Hemangioblastomas
* Alta freqiéncia de carcinoma renal
de células claras
Ic * Feocromocitoma isolado

46% delegdes
10% puntiformes do tipo nonsense
44% puntiforme do tipo missense

96% mutagdes puntiformes do tipo missense
Y98H Y112H

V74G R161G R167W R167Q R167G L178P
L178QL178v

L188V G114S F119S V84L V166F S68W
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que em um futuro n3o muito distante estes avangos
possam se reverter na possibilidade do uso terapéutico
do VHL ou seus derivados para a reversao do fendtipo
associado com a sindrome.

FEOCROMOCITOMAS NA NEUROFIBROMATOSE TIPO
1

O NF1 foi o primeiro gene responsivel por uma de-
sordem genética associada ao feocromocitoma a ser
identificado. Mutagbes germinativas deste gene loca-
lizado no cromossomo 17q determinam a susceptibi-
lidade a neurofibromatose tipo 1 (51).

A neurofibromatose tipo 1, componente do
grupo de facomatoses, ¢ uma desordem autossémica
dominante cuja freqiiéncia é de 1 em cada 3.500 a 4.000
nascimentos (52). Feocromocitomas sio descritos em
cerca de 1 a 5% dos pacientes afetados (53). Embora
existam poucos estudos detalhando caracteristicas
especificas dos feocromocitomas em pacientes com neu-
rofibromatose, uma recente revisio de multiplas séries
revelou que, com exce¢io de uma apresentagio pre-
dominantemente unilateral (mais de 80% dos casos),
nio parece haver quaisquer outras peculiaridades em
relagio a apresentagio clinica, diagnéstico, evolugio ou
tratamento que permitam identificar diferencialmente
feocromocitomas associados com neurofibromatose
daqueles que se desenvolvem em outras sindromes
hereditarias (54). Como a neurofibromatose ¢ uma
doenga polimdrfica, com extensa variagao clinica dentro
de um mesmo grupo familiar, nao estd claramente esta-
belecido se a presenga de feocromocitoma em um indi-
viduo afetado determina um aumento no risco de recor-
réncia familiar do tumor em portadores de muta¢ao no
NFI (55). O gene NFI possui uma das maiores taxas de
mutagoes observadas entre os genes humanos e aproxi-
madamente 50% dos casos de neurofibromatose repre-
sentam mutagoes de novo do NF1 (56).

FUNGCAO DA NEUROFIBROMINA

As mutagoes do NFI identificadas em pacientes com
neurofibromatose resultam em perda de func¢ao do seu
produto protéico, sendo portanto considerado um clas-
sico gene supressor de tumor (56). O gene NFI codifi-
ca uma proteina, neurofibromina, que possui fungio de
GTPase, capaz de contrapor a a¢ao estimuladora da via
RAS que, por sua vez, ¢ ativada através da fosforilagio
do segundo mensageiro intracelular GDP (guanidina
difosfato) em GTP (guanidina trifosfato) (57). A ausén-
cia de neurofibromina resulta em perda do mecanismo
de regulagio negativa do RAS, culminando com um
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estado de proliferagio celular sem controle (55,58,59).
Os modelos 2 vivo de perda de fungiao do NFI (knock-
outs) tém sido uma valiosa fonte de informagio sobre a
agdo deste gene: enquanto homozigosidade na perda do
gene ¢ letal, os camundongos heterozigdticos apresen-
tam desenvolvimento acelerado de tumores semelhantes
aos vistos na doenga humana (60). Assim, o estudo dos
animais 7f1 t/ tem oferecido importantes dados que
permitem uma melhor caracterizagio do processo de
tumorigénese desencadeado pela distungao da neurofi-
bromina (60).

RELACAO GENOTIPO-FENOTIPO EM
NEUROFIBROMATOSE TIPO 1

Apesar de ter sido identificado ha mais de 10 anos
como o gene da neurofibromatose tipo 1, a disponibil-
idade de um detalhado perfil do espectro de mutagoes
de NF1 associadas a doenga ainda ¢ limitada (56). Pos-
sivelmente isto se deve a extensio do gene, que possui
60 exons (51), e a auséncia de dreas de maior concen-
tra¢ao de mutagoes (bot spots) (51,55). Desta forma, a
limitagio de dados sobre as potenciais correlagoes
genético-clinicas com respeito a aspectos particulares
da doenga, como a presenga de feocromocitoma, ainda
N30 a0 possiveis.

Um dos poucos estudos dedicados a elucidar
especificas questdes moleculares associadas ao feocromo-
citoma nesta doenga investigou dele¢io do cromossomo
17 e expressao do gene NFI em uma pequena série de
tumores (61). Os seguintes achados foram observados: a)
a maior parte dos tumores apresentava LOH envolvendo
o locus do NFI; b) os tumores apresentavam niveis
reduzidos ou ausentes de transcrigio de NFI. Uma exten-
s3o deste estudo em feocromocitomas de pacientes sem
neurofibromatose revelou que o transcrito predominante
nos tumores era uma forma de splicing (processamento)
alternativo do RNA do NFI distinta do transcrito mais
abundante em medula adrenal normal (62). O transcrito
predominante em feocromocitomas exclui o exon 23 do
gene NFI. Como este estudo niao aborda potenciais
implica¢des funcionais deste achado, sua importincia
bioldgica ainda estd por ser determinada.

COMPLEXO MITOCONDRIAL TIPO II - A FAMILIA DE
SUCCINATO-DESIDROGENASES (SDHS)

Recentemente, o gene responsavel pela susceptibili-
dade a sindrome de paraganglioma familiar (PGL 1)
foi identificado (63). PGL 1 ¢ uma doenga autossOmi-
ca dominante de origem embriolégica semelhante ao
feocromocitoma, mas que resulta na formagdo de
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tumores de origem ganglionar parassimpdtica nao cro-
mafim, predominantemente localizados no corpo
carotideo (também conhecidos como quemodec-
tomas). Este gene, SDHD (succinato desidrogenase
tipo D), localizado na regido subcromossdmica
11q23.3, codifica a subunidade menor da enzima suc-
cinato-desidrogenase, componente do complexo mito-
condrial tipo II (64). Este complexo regula sinais
responsivos ao nivel de oxigénio e é composto por
quatro subunidades, denominadas A, B, C e D, de
acordo com o peso molecular de cada proteina.
Enquanto as subunidades A e B representam a por¢ao
catalitica do complexo, as subunidades C e D sdo
responsdveis por ancorar as primeiras na por¢ao inter-
na da membrana mitocondrial (65). As muta¢oes do
SDHD identificadas nas familias afetadas sio do tipo
nonsense na maioria dos casos e, embora o estudo ini-
cial nio tenha incluido uma analise funcional dos
mutantes, ¢ provavel que as muta¢des associadas com
a doenga resultem na perda de fun¢io da succinato
desidrogenase. Esta auséncia funcional de SDHD que
ocorre na PGL 1 pode potencialmente levar a um esta-
do cronico de hipdxia que, por sua vez, seria capaz de
desencadear respostas proliferativas do tecido alvo.
Um outro tipo de sindrome de paraganglioma fami-
liar, o tipo 3 (PGL 3), foi associado recentemente com
muta¢io do gene que codifica a subunidade SDHC
(66), sugerindo que esta via bioldgica parece represen-
tar um importante mecanismo de regula¢do da proli-
fera¢io de tecidos neuroectodérmicos.

Como mencionado acima, altera¢des na regu-
lagdo de hipdxia estdo envolvidas na patogénese de
feocromocitomas associados com a sindrome de von
Hippel-Lindau. E possivel, portanto, especular que
genes que codificam proteinas envolvidas no sistema
de controle e sinalizagio de oxigénio representem
importantes candidatos para a patogénese do feocro-
mocitoma. Contudo, a julgar por estudos recentes do
nosso e de outros grupos (67-69), é possivel que
mutagdes de SDHD estejam predominantemente asso-
ciadas a casos de especificos de feocromocitoma extra-
adrenal e/ou associados a paragangliomas de cabega e
pescogo € possam representar apenas uma pequena
fragdo dos casos de feocromocitoma familiar. Até o
presente, foi identificada uma mutagao do SDHD em
uma unica familia com feocromocitoma, entre as cinco
familias estudadas até o momento (67,68). Os indivi-
duos afetados desta familia apresentam feocromocito-
ma extra-adrenal ¢ um dos membros da familia foi
diagnosticado com tumores carotideos, semelhantes ao
quadro observado em PGL 1 (68). O pequeno
namero de casos analisados até 0 momento nao per-
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mite ainda atingir conclusoes definitivas em relagio a
assoclagoes genotipicas-fenotipicas. O estudo de séries
maiores poderd confirmar se as mutagdes de SDHD
sa0 de fato mais comuns em casos de feocromocitoma
extra-adrenal. Outros membros deste complexo mito-
condrial s3o candidatos naturais para investigagio em
feocromocitomas: o seu estudo permitira verificar a
real relevincia desta via metabolica para a patogénese
destes tumores. Assim, dados preliminares do nosso
grupo sugerem que um percentual significativo destas
familias apresentam alteragbes de outros membros
deste complexo enzimdtico, como o SDHB (69b).

OUTRAS FORMAS DE FEOCROMOCITOMA FAMILIAR

Além das sindromes descritas acima que apresentam
em comum a presenga de feocromocitoma, existe
evidéncia a favor de formas familiares adicionais deste
tumor. Existem descri¢oes na literatura da associagio
de feocromocitoma com insulinoma (70) e alguns
casos de feocromocitoma foram descritos em pacientes
com esclerose tuberosa. Por causa do pequeno niimero
de casos e da inexisténcia de estudos abrangentes
envolvendo uma andlise clinico-epidemiolégica detal-
hada, pouco ¢ sabido sobre aspectos especificos destas
associagoes, a ponto de ser possivel definir com pre-
cisdo o seu cardter hereditdrio: por exemplo, nio se
pode excluir que estes casos sejam apenas expressao
coincidental de sindromes hereditdrias distintas, ou
mesmo de tumores esporddicos que coexistem no
mesmo individuo.

Existe, contudo, uma clara entidade constituida
de feocromocitoma familiar isolado, sem outras associ-
agoes clinicas. Como mencionado acima, uma fragio
ainda n3o bem caracterizada destes casos parece repre-
sentar uma forma frustra de vHL (29-31). Além disso,
os dados mais recentes de estudos dos genes compo-
nentes do complexo II mitocondrial descritos acima
parecem sugerir que algumas familias com feocromo-
citoma extra-adrenal em associa¢io a paraganglioma de
corpo carotideo podem ser causadas por mutagdes de
SDHD ou SDHB (68,69b).

Portanto, existe um claro grupo de familias com
feocromocitoma isolado nas quais nao foram detec-
tadas mutagdes de VHL ou SDHD (67-69b). O
mapeamento da drea cromossomica associada com o
fenétipo nestas familias é um projeto presentemente
em andamento e liderado pelo nosso grupo que conta
com a participagio de um grupo internacional de
pesquisadores, membros do Consércio Internacional
para o Mapeamento do Feocromocitoma Familiar Iso-
lado. O estudo se baseia na andlise conhecida como
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genome-wide scan. Este método utiliza marcadores
polimérficos do tipo microssatélite distribuidos por
todo o genoma a espagos regulares (10 centiMorgans),
e tem sido usado amplamente para a identificagio de
regibes cromossOmicas que segregam com doengas
monogénicas (71). No momento, este projeto de
mapeamento consta de familias brasileiras, americanas
e européias que preenchem os critérios definidos pelo
Consércio. Estes critérios envolvem a exclusao clinica
e, quando possivel, também molecular, de NEM 2,
vHL, neurofibromatose tipo 1 ¢ PGL 1 ou 3 em indi-
viduos com diagndstico de feocromocitoma em mais
de um membro da familia. Como nio existem dados
definidos em relagdo a existéncia de heterogeneidade
genética nesta sindrome, ¢ possivel que a caracteriza-
¢do de “ligagio genética” (linkage) seja factivel uti-
lizando-se um grupo pequeno de familias. Contudo, a
confirmagio da regiao associada a doenga, bem como
uma defini¢do mais precisa do locus-alvo se beneficia-
ria da andlise de um grande nimero de familias afe-
tadas. O recrutamento de novas familias ¢, portanto,
altamente relevante para atingir resultados estatistica-
mente robustos. Detalhes sobre a participagiao no Con-
sércio Internacional para o Mapeamento de Feocro-
mocitoma Familiar esto disponiveis no enderego para
correspondéncia descrito neste artigo.

FEOCROMOCITOMAS ESPORADICOS

Enquanto os avangos no conhecimento da base genéti-
ca das raras formas de feocromocitoma hereditdrio
foram abundantes nos ultimos anos, pouco se pro-
grediu em relagdio a caracterizagio de genes res-
ponsdveis pelo grupo mais numeroso de feocromoci-
tomas, constituido pelos tumores esporadicos. Varias
anormalidades gencticas foram identificadas em
feocromocitomas, entre as quais dreas comuns de
delecio, onde se observa constante perda de hetero-
zigosidade no tecido tumoral.

Areas cromossémicas afetadas em
feocromocitomas

Alteragoes nas sub-regioes cromossomicas 1p, 3p, 17p
e 22q tém sido reconhecidas em feocromocitomas ha
varios anos (72-76).Um estudo recente mapeando em
maior detalhe a regido de dele¢io no cromossomo
1p34-36 identificou trés principais dreas de delecao,
denominadas PC1, PC2 e PC3 (77). Este achado su-
gere que possivelmente trés genes supressores de
tumor distintos, localizados nesta regido, exercem um
papel na patogénese do feocromocitoma. Um fato
digno de mengao e observado em mais de um estudo ¢
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o achado de alta freqiiéncia de LOH nesta regido, nio
somente em tumores esporddicos (aproximadamente
60% dos casos), como também em feocromocitomas
de pacientes com NEM 2 (47,77). Em contraste com
o alto indice de LOH em 1p neste tipo de feocromo-
citoma, um subgrupo de tumores parece contrastar de
forma marcante: em feocromocitomas derivados de
pacientes com VHL, foi observada baixa freqiiéncia de
LOH em lp e 22q concomitante a uma elevada fre-
qiiéncia de LOH na regido 3p (onde se localiza o gene
VHL). Um padrao de delegao inverso foi visto em
tumores de pacientes sem vHL: nestes, foi detectada
uma elevada freqiiéncia (> 70%) de dele¢io em 1p e
menos de um quarto dos casos apresentaram LOH na
regiao 3p. O achado de ambos os estudos sugere que
os mecanismos envolvidos na patogénese de feocro-
mocitomas de origens distintas parecem divergir
(47,77). Contudo, vale a pena ressaltar que as anor-
malidades do cromossomo 1 sio observadas nio
somente em tumores esporddicos, mas também em
casos de NEM 2, onde o defeito genético primario ja é
conhecido (muta¢ao do RET), indicando que a alte-
ragao no cromossomo 1 parece se tratar de um evento
mais tardio na progressio do tumor, e possivelmente
o(s) gene(s) envolvidos nesta drea nio representa(m) o
elemento iniciador do desenvolvimento tumoral. Um
recente estudo, contudo, utilizando a técnica de hi-
bridiza¢ao gendémica comparativa (CGH) para analise
global de alteragbes gencticas em feocromocitomas
adrenais e extra-adrenais concluiu que dele¢bes do cro-
mossomo 1p nao parecem ocorrer em uma fase muito
tardia da evolugio do tumor (78). Estas discrepincias
podem ser resultado de variagdes de sensibilidade dos
métodos utilizados ou do estudo de populagdes distin-
tas. A andlise de CGH identificou diversas dreas de
delecao (essencialmente as regides previamente carac-
terizadas por apresentar LOH), além de algumas dreas

/

de amplificagdo neste grupo de tumores (tabela 3). E

Tabela 3. Anormalidades moleculares em feocromocitomas
esporddicos.

Areas de LOH
(freqiéncia em %)

Areas de ganho cromossémico
(freqiéncia em %)

1p (40-80) 11cen-q13 (15)
3p (15-30) 16p (15)

3q (40%) 17924-qgter (21)
11p (26) 19p (26)

119 (15) 199 (24)

174 (10-20)

22q (20-40)

*achado de um unico estudo (78).
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possivel que estudos envolvendo as dreas acima rev-
elem a existéncia de genes que funcionem como onco-
genes, ao invés de supressores de tumor, potencial-
mente capazes de contribuir para a patogénese do
feocromocitoma.

Andlise de genes candidatos em
feocromocitomas espordadicos

A estratégia da andlise de genes candidatos baseados na
sua biologia e potencial relevincia para a regulacao da
célula simpatoadrenal, incluindo os genes associados
com as sindromes familiares de feocromocitoma, foi vas-
tamente empregada nos ultimos anos para o estudo das
variantes esporadicas do tumor. Assim, 0 nosso € varios
outros grupos investigaram a seqiiéncia dos genes RET
e VHL (25,79-83), bem como os genes que codificam
proteinas associadas com estes, como, por exemplo, o
ligante do RET, GDNF (84), e uma proteina - CUL2
(85) - que forma complexos com VHL nestes tumores.
Estes estudos resultaram em um baixo nimero ou
mesmo auséncia de mutagdes somaticas nos diversos
grupos de feocromocitomas analisados. Mais recente-
mente, a analise do gene SDHD em trés séries indepen-
dentes de feocromocitomas resultou na detec¢ao de uma
unica mutagio somdtica em um total de 58 tumores
esporadicos (67-69).

Além destes genes candidatos com enfoque em
especificos componentes de vias funcionais do tecido
neuroectodérmico, outros genes associados com
mutagdes freqiientes em diversas neoplasias humanas
também foram alvo de extensa investigagao. A analise
do gene supressor de tumor p53 revelou resultados
conflitantes: a maior parte dos estudos, incluindo um

do nosso grupo, nao detectou mutagdes em feocro-
mocitomas (86-90), enquanto, em uma pequena série,
mutagdes foram identificadas no exon 4 em alguns
tumores (91). Em um estudo mais recente, foram
identificadas muta¢oes do p53 em alguns tumores
malignos (92). Dele¢oes do gene pl6, inibidor do
ciclo celular a cuja perda de fungio foi associada certas
formas de melanoma familiar e diversas neoplasias
esporddicas, também niao foram detectadas em nossa
série de feocromocitomas (93). Em resumo, os meca-
nismos genéticos responsdveis pelo fendtipo tumoral
esporddico ainda estdo por ser elucidados.

CONCLUSOES E ESTUDOS FUTUROS

Estudos utilizando extensas séries de feocromocito-
mas, tanto de origem hereditdria como esporadica, nas
quais uma detalhada andlise molecular, incluindo a
determinagio do perfil genotipico e transcricional
destes tumores serdo relevantes para uma melhor com-
preensio dos mecanismos patogenéticos do feocro-
mocitoma. Em tais estudos, é possivel se determinar
através do uso de chips ou microarrays, a anilise mu-
Itiparalela de genes. Chips sao painéis miniaturizados
nas quais amostras de milhares de genes (as versoes
mais recentes destes painéis contém até 10.000 genes
conhecidos e cerca de 20.000 a 30.000 seqiiéncias
ainda n3o bem caracterizadas) sio fixadas em uma
superficie solida de pequenas dimensoes e hibridizadas
com o RNA (no caso dos arrays de expressao) ou
DNA gen6mico (no caso dos arrays de polimorfismos)
de amostras a ser testadas. Neste sentido, iniciamos
recentemente um esforgo internacional que tem como

Tabela 4. Sumdrio das principais alteracdes moleculares em feocromocitomas.

Tipo de feocromocitoma Mutagodes Mutagdes do Mutagdes do Mutagdes dos
do RET gene VHL gene NF1 genes SDHD/SDHB
Familiar
NEM 2A 96% - - -
NEM 2B 98% - - -
VHL - 99% - -
Neurofibromatose - - >50%* -
Feocromocitoma
associado a paraganglioma - - - possivelmente alto?#
Feocromocitoma isolado - 40-50%1 - possivelmente baixo#
Esporddico 1-5% 1-3% ? 1%

* valor refere-se a freqiéncia de mutagcdes do gene em casos de neurofibromatose tipo 1, j&d que ndo hd dados disponiveis em

relagcdo ao subgrupo com feocromocitoma nesta sindrome.

# as estimativas apresentadas sdo o resultado do baixo nimero de casos analisados até o momento.
1 percentuais baseados em algumas séries pequenas de feocromocitoma familiar, uma vez que a maior parte dos casos sGo

descricoes de familias isoladas.
? percentual desconhecido; - ndo aplicdvel.
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objetivo recrutar o maior nimero possivel de casos de
feocromocitoma de diversas origens genéticas, bem
como tumores esporddicos, para detalhada caracteriza-
¢do genética, epigenética e transcricional. Tais estudos
a0 criticamente importantes para definir vias comuns
que contribuem para a progressao e desenvolvimento
do tumor, permitindo a elucidagio de mecanismos
intracelulares responsdveis pela perda de controle de
proliferagio de células simpatoadrenais. Antecipa-se
que este tipo de andlise possa também indicar genes ou
vias regulatdrias que estejam implicadas, por exemplo,
na determinagio do fendtipo maligno de alguns
tumores. Da mesma forma, vias especificas e particu-
lares a cada sindrome hereditiria também serao dis-
secadas em maior detalhe, delineando as diversas ori-
gens dos defeitos iniciadores do processo de génese de
feocromocitoma, bem como oferecendo informagoes
sobre novas interagoes entre vias regulatérias nao pre-
viamente caracterizadas ou suspeitadas. Além da massa
de informag¢bes geradas pela analise de amostras
tumorais, tais estudos também serdo capazes de revelar
importantes dados em relagdo a regulagao intracelular
da medula adrenal normal.

De forma andloga, a andlise multiparalela de uma
populagao heterogénea de feocromocitomas a nivel
genémico (através de arrays de polimorfismos, por
exemplo) podera fornecer a base para estudos detalha-
dos caracterizando especificas dreas do genoma que sio
indistintamente afetadas em diversos subtipos de feocro-
mocitoma, como o cromossomo 1p, em contraste com
regioes afetadas em apenas um subgrupo de tumores.
Estes estudos proporcionarao dados que permitem elu-
cidar mecanismos de progressao tumoral. Espera-se que
este tipo de analise também possa fornecer informagoes
em relagio a fatores que possam modular o fenétipo e se
associem com a variabilidade clinica da doenga vista na
maioria das sindromes hereditarias.

Com a caracterizagio detalhada do genoma e o
mapeamento refinado de genes conhecidos e da identi-
ficagao de novos genes, espera-se que o progresso na
caracteriza¢ao das bases moleculares dos feocromoci-
tomas serd considerdvel num futuro préximo.
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